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1. INTRODUGXO

Os estudos pioneiros sobre as asesociacBes micorrizicas
do tipo vesiculo-arbuscular (MVA) datam do século passado. Des-
de entZo, o numero de estudos sobre estas associag®es avoluma-
s8¢ a cada ano. Este grande interesece se justifica pelos efeitoe
benéficos que as MVA proporcionam A nutricZc wmineral e ao de-
senvolvimento da planta hospedeirs.

Apesar do grande volume de informas®es atualmente
disponiveis sobre o estabelecimento e func{onanenbo dessas
associagdes, o seu emprego em larga escala ¢ ainda restrito
devido as dificuldades encoutradas na produc3o de indculo, pois
os fungos MVA sZo simbiontes obrigatérios e ainda wXo foram
cultivadoes em meios de cultura no laboratério. Indculo tem sido
produzido em vasos de cultivo contendo substratos desinfestados
ou em sistemas hidropénicos, contendo a planta hospedeira e uma
ou mais espécies de fungos MVA.

O indculo assim obtido nXo ¢ adequado 2 comercializa-

¢&%0, devido as dificuldades encontradas no controle de suas
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caracterlst;cas fisioldgicas e microbioldgicas e de sua efica-
cia como produto comercial. Estas exigénciae'serﬁo satisfato-
riamente preenchidas com o desenvolvimento de técnicas de cul-
tivo axénico de fungos MVA, as quais possibilitarZo a produsio
em massa de indculo de qualidade seguramente controlada e se
constituirdo em sistemas apropriados rara estudos visando a
caracterizag¢do morfoldgica, bioquimica e taxonémica destes
organismos, além de facilitar estudos direcionados para a
selegdo de fungos com maior efetividade simbidtica e maior
adaptabilidade a condig¢Bes edafoclimaticas especi ficas.

Neste sentido, o8 estudos de nutrigZo que buscam a ob-
teng3o de fontes adeguadas de nutrientes organicos, inorganicos
e de cofatores que possibilitem o crescimento miceiial em massa
de fungos MVA in vitro s3c de grande relevancia. Assim,
conduziu-se o presente estudo com o objetivo de caracterizar o
crescimento micelial do fungo MVA Gigaspora gigantesn, estabele-
cer sua curva de crescimento e determinar os efeitos de car-

boidratos e de acidos organicos sobre seu crescimento micelial'

in vitro.



2.REVISXO DE LITERATURA

2.1.Aspectoe gerais das associacdes uicorrizicas vesicunlo-
arbusculares (MVA)

As associacdes MVA constituem, provavelmente, a relasgfo
planta-fungo mais comumente encontrada na natureza. Portanto,
podemos considerar a maioria doe vegetais cowo organismos
dualistas, poie seus orgZos de absorsio de dgua e de nutrientes
8o constituidos pelas raizes e pelas estruturas do fungo,
GERDEMANN (1968).

Os fungoe envolvidos nestas associacBes pertencem aos
Zygomycetos, familia Endogonaceae, a gual inclui os géneros
Gigaspora, Scutellospors,caulocpors, Glomue, Sclercocvetis e
Entrophospora, SIQUEIRA et alii (1985) e WALKER & SANDERS
(1986) .As hifas fingicas penetram o cértex das raizes hospedei-
ras formando arbusculos (estruturas ramificadas dicotomicamen-
te) no interior das células corticais e vesiculas (estruturas
ovoides ricas em lipidios) nas hifas inter e intracelulares. As
estruturas intraradiculares encontram-se em comunicag3o direta
com © meio externo através do micélio extraradicular que se
espalha e se ramifica intensamente no solo constituindo-se na

base para a absorc¢fo de nutrientes minerais, GERDEMANN (1968);



MOSSE (1973) e SIQUEIRA (1986).

A 'resposta em crescimento das plantas micorrizadas,
frequentemente observada apds colonizasZo do sistema radicular,
resulta primariamente da alta eficiéncia do micélio extraradi-
cular em absorver nutrientes da solucZo do solo, especialmente
aqueles de baixa mobilidade como o fésforo, o zinco € o cobre.
Esses nutrientes sZo tramnslocados até o micelio intraradicular
e transferidos ao hospedeirc atravée dos arbusculos, MOSSE
(1973). Além da maior absorcZo de mutrientes, a planta hospe-
deira pode beneficiar-se da simbiose pela melhor absorcio de
Agua do soio, maior resisténcia a patdgenos radiculares e
melhor nodulagZo e fixacZo simbidtica de nitrogénioc em legumi-
nosas, LOPES et alii (1983).

Diversos fatores fisicos, guimicos e biolégicos do solo
atuam sobre o estabelecimento e funcionamento das associacBes
MVA e contribuem de forma esignificativa para a imprevieibilida-
de dos resultados obtidos com a inoculagZo. Dentre estes fato-
res destacam-se a disponibilidade de Agua, a taxa de Oz, a tem-
peratura, a taxa de luminoeidade, a disponibilidade de nutrien-
tes organicos e inorganicos, o pH, hormdnios e exsudatoe de
plantas e de microrganismos, predaslo de hifae por nematdides
micéfagos e hiperparasitismo de esporos, SIQUEIRA (1986).

A maioria dos estudos revela o cardter benéfico destas
associagBes para o desenvolvimento da planta hospedeira, sendo
raros os relatos de efeitos negativos da inoculacZo, BUWALDA &

GOH (1982). Entretanto,estudos com fungos MVA s3oc geralmente
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conduzidos em condigBes controladag e em substratos desinfesta-
dos e ndo refletem o potencial real de aplicggﬁo destes fungos.
Estudos a nivel de campo s3Zo dificultados pela inexisténcia de
indéculo de boa qualidade e em quantidade suficiente, pois ape-
sar dos intmeros esforsoe ji realizados, nZoc foi ainda desen-
volvido um meio nutritivo que permita a produc3o extensiva de

micélio e a esporulacZo destes fungos axenicamente, HEPPER

(1984b).

2.2. Fisiologia e bioquimica de fungos MVA

Trés linhas basgicas de esfudo tém sido adotadas na ten-
tativa de elucidagZo da fisiologia e bioqulnica.de fungos MVA.
4 primeira se baseia no fornecimento de compostos marcados a
planta hospedeira e determinacZo de sua incorporag®o ac tecido
fdngico. Este enfoque experimental fornece evidéncias indiretas
da capacidade do fungo em absorver e metabolizar compostos or-
g3nicoe. A segunda busca determinar os efeitos diretos de dife-
rentes coapostos e meios nutritivos sobre a germinag3o e cres-
cimento micelial in vitro, visando principalmente a obteng3o de
fontes de carbono e de nutrientes inorganicos capazes de sus-
tentar o crescimento micelial na auséncia de raizes vivas. A
terceira linha de estudos utilizada busca estabelecer as vias
metabdlicas operantes em esporos ou em micélio vegetativo
através da utilizagZo de precursores marcados, de inipidoree

metabdlicoe e de técnicas citoquimicas. Alguns aspectos desses



estudos ser3o considerados a seguir.

2.2.1. Fisiologia de fungos MVA in vivo

Os estudos de fisiologia das associacB®es MVA in vivo
830 recentes e pouco numerosos e buscam basicamente determinar
o8 compostos organicos fornecidos aos fungos MVA pelas plantas
hospedeiras e identificar as vias metabdlicas operantes na
metabolizag3o e incorporas3io do carbono absorvido ao tecido
fdngico intra e extraradicular.

Os estudos de morfologia e citoquimica dae associac®es
MVA formecem inUmeras evidéncias de que as esttutﬁras fangicas
nas rafzes constituem um dreno de fotossintatos da planta hos-
pedeira. Dentre estas destacam-se as observagBes de que: (a) as
estruturas fungicas ocupam cerca de 43% do volume radicular e
10¥ da 4area celular, COX & TINRER (1976) e READ & STRIBLEY
(1975), (b) a produsZo de micélic e¢ esporos extraradiculares &
extensiva, READ (1987),(c) globulos de lipidios sZo abundantes
nas hifas intra e extraradiculares, noe esporos e nas vesiculas
do fungo, COX et alii (1975), COOPER & LOSEL (1978) e JABAJI-
HARE (1984, 1986), (d) célulaé hospedeiras nio apresentam gri-
nulos de amido no citoplasma, GIANINAZZI-PEABSON et alii (1981)
e NEMEC (1981) e (e) raizes micorrizadas apresentam maiores
teores de agUcares soluveis, HAYMAN (1974) e THOMSON et alii
(1886). Os relatos de que cerca de 6 a 10% dos fotossintatos

enviados para as raizes ¢ consumido em atividades relacionadas
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ao estado micotrdfico corroboram com a hipStese de que os
fungos MVA éonstituem um dreno de carbono da planta hospedeira,
KOCH & JOHNSON (1984). Para tanto, oe fungos uﬁa devem necessa-
riamente possuir a capacidade de msbsorver e metabolizar O com-
postos orgdnicos fornecidos pelo hospedeiro, COX et alii (1975)
e COOPER & LOUSEL (1978).

A forma na qual o carbonoc ¢ transferido para o fungo ¢
ainda desconhecida, mae o desaparecimento de amido de células
infectadas sugere que a sacarose, molécula precursora do amido,
¢ provavelmente a forma de carbono disponivel para o fungo,
GIANINAZZI-PEABSON et alii (1981) e NEMEC (1981). Oma outra
possibilidade ¢ de que os fungos MVA utilizem polissacarideos
precursores da sintese de parede da célula hoepedeirs,
GIANINAZZI et alii (1983). No entanto, arabinoee, um importante
componente da parede celular de células vegetais, exerce efeito
inibitério sobre o crescimento micelial de fungps MVA in vitro,
mesmo quando formecide em baixas concentrac®es, SIQUEIRA &
HUBBELL (1986).

Compostos marcados com >%C tém sido empregados en
varios estudos in vivo para determinar a permeabilidade e
capacidade de metabolizacio de compoetos organicos pelo wmicélio
intraradicular. A comprovasdc da permeabilidade das hifas
fdngicas a compoetos organicoe resultantes da fotossintese foi
relatada por COX et alii (1975), os quaie demonstraram
Presenca de “C em todas as estruturas intra e extraradiculares

do fungo, inclusive nos esporos. Ao contrario do gue ocorre em



8
fungos ectomicorrizicos, o carbono absorvido nic ¢ convertido
em trealoeelou manitol, BEVEGE et alii (1975). A presenca de
abundantes glébulos de lipidios nos fungos HfA parece indicar
que a sintese de lipfdios constitui a forma principal de mobi-
lizag%o do carbono originado do hospedeiro. A manutencio do
fluxo de carbono parece ser conseguida através da degradag3o e
utilizagdo dos lipidios de reserva mo processo de elongasio das
hifas mais jovens, COX et alii (1975) e COOPER & LUSEL (1978).A
observasdo de que rafzes micorrizadas apresentam concentracdes
mais elevadas de lipidios que ralzes nZo micorrizadas corrobora
com esta hipdtese, PACOVSKY & FULLER (1988) e COOPER & LOSEL
(1978).

A anadlise das frag®es marcadas com '*C, fornecido como
1‘002 a planta hospedeira, revela que cerca de 49% do carbono
absorvido ¢ prontamente incorporado em lipidios, 31% em Acidos
orgadnicos e¢ aminoAcidoes e¢ apenas 15% em carboigratos solaveis,
BEVEGE et alii (1975). A comprovacfo da exieténcia das vias de
sintese destes compostos e de mucleotideos no micelio fungico
ligado as rafzees foi obtida por MASKALL (1980) através do for-
necimento de compostos orginicos marcados, como por exemplo
glicose, ac micélio extraradicular. A incorporacic do carbono
em fragdes mais estiveis como proteinas, polissacaridece e pa-
rede celular ocorre maie tardiamente, evidenciando a capacidade
destee fungos em degradar e remobilizar o carbono celular para
as diferentes vias anabdlicas do metabolismo,BEVEGE et alii

(1975) e MASKALL (1980). O estudo detalhado da fragio de
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lipidios revela gue o micélio ligado as ralizes ¢ muito rico em
lipidios ne!.’ltros , apresentando menores concentrasdes de acidos
graxos livres, estercides, ésteres de eeteroic'les e fosfolipi-
dios, mas parece nZo conter glicolipidios, COOPER & LOSEL
(1978). NAGY et alii (1980) relatam a presenca de 3 Acidos gra-
Xos, ndo-identificados, apenas em ralzes micorrizadas. PACOVSKY
& FULLER (1988) e PACOVSKY (1989) tambsm detectaram a presenca
de 5 acidos graxos especificoe de ralizes colonizadas. Estes
resultados sugerem que os fungos MVA, guando em simbiose,
possuem as viac metabdlicas de siuntese de varios Acidos graxos,
o8 quais s3o relevantes nio apenas como reserva energética, mas
também como componentes essenciais de membranas celulares,
PACOVSKY & FULLER (1988).

Eesses estudos in vivo formecem evidéncias indiretas da
permeabilidade de fungos MVA a compoestos organicos e indicam
que as vias basicas de wetabolismo de carbono 3o operantes uno

micé¢lio destes fungos em associaclo com © hospedeiro.

2.2.2. Fisiologia da germinag3o e crescimento micelial

In vitro

Os estudos do comportamento de fungos MVA in vitro ti-
veram inicio em 1909 com os trabalhos de Ma‘lgrau na Franca, mas
8¢ foram intensificadoe na década de 50 com os trabalhos de

GERDEMANN (1955), GODFREY (1é57) e MOSSE (1989). A wmetodologia
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utilizada neeteé estudos envolve a transferéncia de indculo as-
séptico, geralmente esporos ou fragmentos de ralzes coloniza-
das, para placas contendo areia lavada ou meioe matritivos mais
complexos, avaliando-se, zo final de um periodo de incubacio
sob condigZes controladas de temperatura e luminosidade, a por-
centagem de germinagsc doe esporoe, o ndmerc € o compriuento do
tubo germinativo, o volume e a morfologia do micélio produzido.
Este enfoque experimenfal tem possibilitado a caracterizacfo
dos efeitos de intmeros fatores fisicos e de nutrientes orgini-
cos e inorgdnicos sobre a germinacZc e crescimento micelial de
varias espécies de fungos MVA, HEPPER (1984b) e SIQUEIRE et
alii (1985).

A germinac3o dos esporos destes fungos ¢ um fmﬁceeso
complexo e envolve a interag3o de uma multiplicidade de fato-
res. Segundo TOMMERUP (1985),a germinacZo ocorrerd guando o ba-
lango entre os fatoree indutores endégencs d9a espoOrcE € O
fatores inibitérioe do meio forem favoraveis a gerainascio. Os
fatores endégenos mais relevantes no controle do potencial
germinativo dos esporos s3o a idade fisioldgica dos esporos,
DANIELS & GRAHAM (1976); DANIELS & MENGE (1980); HARDIE (1984)
e TOMMERUP (1983, 1985) e, possivelmente, a presenca de avto-
inibidores, WARTRUD et alii (1978). Dentre os fatores exdgenos,
o8 efeitos mais consistentes sfo os da temperatura ¢ pH, sendo
a porcentagem maxima de germinac3o obtida em valores de tenpe -
ratura e pH semelhantes a0 do habitat natural, SCHENCE et &lii

(1975). Por outro lado, quando tensdes de OZ/COz in vitro sso
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equivalentes as prevalecentes na rizosfera, a germinac3o de es-
poros & inibida, Le TACON et aliif (1983).

0 processo de germinag3io ¢ também inilﬁenciado por com-
postos orgadnicos comumente encontrados em extratos e exsudatos
de rafizes ou de outras partes vegetais. Os diversos aclcares
estudados, mesmo quando em baixas coucentrag®es, sio definiti-
vamente inibitdrios 2 germinag3o, MOSSE (1959) e SIQUEIRA et
alii (1982). Entre os 4acidos organicos estudados, apenas o
adcido D-Galacturdnico (1lg/l) exercem efeito estimmlatédrio sobre
a germinaglo, sendo os demais inibitérios, SIQUEIRA & HUBBELL
(1986) e HEPPER (1983b). Contudo, a zdigZo de vitaminas como
tiamina e/ou acido nicotinico pode resultar em maiores porcen-
tagens de germinag3o, HEPPER & SMITH (1976) e SIQUEIRA et alii
(1982).

Os efeitos inibitériocs de compostos inorginicos sobre a
germinacdo e3o marcantees. Sais de Na, Cl, Cu e Zn B30 mnotada-
mente inibitérios, sendo os mesmos preferencialmente omitidos
dos meios de cultivo utilizados, HIRREL (1981), HEPPER (1979) e
HEPPER & SMITH (1976). Fontes inorgiunicas de nitrogénic e fés-
foro s3o pouco relevantes para a geruinagdo destee fungos,
DANIELS & TRAPPE (1980), HEPPER (1983a), KOSKE (1981a) e« PONS &
GIANINAZZI-PEARSON (1984). Dentre oe compostoe inorginicos es-
tudados, apenas Ca(H;FE;)zH;O (20 mg/l), exercen efeito esti-
mulatério sobre a germinacZo, SIQUEIRA et alii (1982).

A inexisténcia de efeitos positivoe marcantes da adicio

de nutrientes sobre a germinaco de fungoe MVA, sugere que oe
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esporos sdo entidades pré-programadas e auto-suficientes para o
processo de‘germinacﬁo, SIQUEIRA et alii (1985). Entretanto, o
crescimento micelial subsequente pode ser estiiulado por diver-
sos fatores do meio.

Os estudos sobre fatores que influenciam o crescimento
micelial in vitro baseam-se na premisea basica de que o cresci-
mento obtido no controle, sem a adicZo de nutrientes, ¢ resul-
tante da utilizacZo das reservas enddgenas do indculo e gque
qualquer estimulo proporcionado pelo fator estudado ¢ o refle-
xo de sua capacidade de suprir um reguerimento nutricionzl e
fisiolégico do fungo, MOSSE (1959). Estes estudos buscam esta-
belecer as condigBes ideais de incubagfio e, principalmente,
obter fontes de carbono e de nutrientes mineraie para sustentar
o creecimento micelial in vitro.

0 micélio de fungos MVA exibe adaptasio fisioldgica 2
temperatura e pH como a germinagio, mas tende a4 8er wenos seen-
sivel a pequenas varias®es destes fatores, NADARAJAH & NAWAWI
(1887) e SIQUEIRA et alii (1982). Entretanto, a sensibilidade
das hifas & luminosidade, a baixoe potenciais de aguz, a baixas
tens8es de 0, e & presensa de CO, ¢ bastante acentuada, KOSKE
(1981a), Le TACON et alii (1983), TOMMERUP (1984) e WARTRUD et
alii (1978b).

O crescimento micelial ¢ inibido por concentrasdes de
sais de N, K, Na, Al, Cu, Zn e¢ Mn maito abaixo das encontradas
no solo onde se localiza o micélio extraradicular, HEPPER

(1883a), HEPPER & SMITH (1976), HIRREL (1981) e SIQUEIRA et
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alii (1982, 1984). A resposta em crescimento 2 adig¢Zo de fontes
de fésforo,‘ao contriario da germinagdo, ¢ variidvel e parece ser
determinada pela fonte, concentragic e pH ut&‘.lizados, HEPPER
(1979, 1983a), KOSKE (1981a), LOUIS & LIM (1988), SILVA et alii
(1989) e SIQUEIRA et alii (1982). Efeitos estimulatédrios mar-
cantes 830 obtidos com a adig3o de foutes de enxofre, princi-
palmente sulfitos ¢ metabisulfitos, que aumentam de 11 & 17 ve-
zes o volume de micélio produzido, HEPPER (1984a). Os compostos
inorgadnicos podem ainda causar wmodificagdes wmorfolégicas e
fisioldgicas no wiceélio como aumento de ramificas®es, HIRREL
(1981), aumento do nuUmero de tubos germinativos por esporo e
alterag®es na intensidade da corrente citoplasmatica, PONS &
GIANINAZZI-PEARSON (1984).

Indmeros compostoe orginicoe tém sido testadoe como
fontes de carbono para ¢ crescimentco micelial de fungos MVA
in vitro. Varios aguUcares tém sido testados em concentragdes
que variam de 0,4 a 30g/l. Todos os agtUcares estudados sio ini-
bitérios para o crescimento wmicelial em concentrag®es supe-
riores a 4g/l, sendo o crescimento estimalado ou nfoc em menores
concentrac®es, HEPPER (1979, 1983b), MOSSE (1958) e SIQUEIRA et
alii (1982). A av%o inibitdria da arabinose constitui uma exce-
¢330, visto que inibe o crescimento micelial mesmo quando
fornecida em baixas concentrasdes (1,2 g/l), SIQUEIRA & HUBBELL
(1886) e SIQUEIRA et alii (1982). Os efeitos inibitdrices de
aglcares podem ser entendidos coneiderando-se gue a evolusio

de simbioses mutualistae entre plantas e microrganismos ocorren
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basicamente através da repressio do potencial enzimitico dos
microrganismos peloe produtos da fotossintese, principalmente
agucaree, translocados para o local da coionizacso, LEWIS
(1974). Assim, oe efeitos inibitériocs de carboidratos sobre o
crescimento de fungos MVA in vitro refletem, provavelmente, o
processo de repressio catabdlica ao qual estes fungee 630
submetidos em simbiose e podem representar o mecanismo ahravés
do qual a planta hospedeira restringe a infecc3o MVA a0 nivel
das camadas mais externas do cortex, cowmo proposto por MOSSE
(1959) e por SIQUEIRA et alii (1982).

Efeitos estimulatérios tém sido frequentemente obtidos
com a adigc3o de sacarose (1 a 4 g/1) a diferentes meios de
cultivo, sugerindo ser a sacarose a melhor fonte de carbono
para o crescimento, CARR et alii (1985), SIQUEIRA & RUBBELL
(1986) e SIQUEIRA et alii (1982). O estimalo pela presenca de
glicose ocorre em concentrag®es ainda mais ba;xas (0,4 « 0,8
g/1) que as relatadas para sacarose, SIQUEIRA & HUBBELL (1986),
provavelmente pela maior facilidade de absorgio deste
monossacarideo em relac3o ao dissacarideoc, o qual possivelmente
requer hidrélise enzimatica antes da abeorcio.

Respostas variiveis e3¢ obtidas com a adicZo de acidos
organicos aos meios de cultivo. 0 dnico relato de efeito esthi-
nulatério destes compostos sobre o crescimento micelial de fun-
gos MVA ¢ o de MOSSE (1959), no qual a adi¢3o de Acido tartari-
co (2g/1) aumentou o crescimento micelial de esporos Pré-germi-

nados. Porém, em geral, concentragdes de Aacidos organicos
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iguais ou superioree a 2 g/l sZo inibitdérias para o crescimento
micelial, como relatado para os acidos aspartico, milico,
pirdvico, succinico e tartarico por SIQUEIRA &‘HUBBELL (1886) e
por SIQUEIRA et alii (1982). A auséucia de efeitos significati-
vos destes e de varioe outroe acidos organicoe sobre o cresci-
mento micelial de QGlomue caledonivm quande o mesmos foram
adicionados a0 meio em concentrasgdes de 10 ou 50 mg/l, HEPPER
(1983b), sugerem, por outro lado, que © crescimento micelixzl
ndo ¢ influenciado por baixas concentracdes destes compostos.
Nota-se, assim, que oe efeitos de Acidos organicoe sobre o
crescimento micelizl de fungos MVA parecem ser dependentes dos
4cidos e concentrasgdes estudadas.

Os estudos sobre os efeitos de vitaminas ¢ amincacidos
830 pouco numerosos. A adig¥o de tiamina (0,01 a 10 mg/l) aos
meios de cultivo tem proporcionado aumentos de 2 a 4 vezes no
volume de micélio produzido, HEPPER (1979) e SIQUEIRA et alii
(1882). Sabe-se, ainda, que riboflavina (0,4 wg/l) nfo influen-
cia o crescimento micelial, HEPPER (1979). Dentre os aminodci-
dos, apenas glicina, cistina, lisina e & fonte complexa de ami-
noacidos, peptona, tém mostrado efeitos estimulatdrios, HEPPER
(1979) e HEPPER & JAKOBSEN (1983).

Os efeitos estimulatédrios de exsudatos de raizes, ELIAS
& SAFIR (1987), GRAHAM (1982), MUSSE & HEPPER (1975), frazgmen-
toe de sementes, GERDEMANN (1955), HEPPER (1979) e extratos de
solo e de cé¢lulas vegetais,MOSSE (1959), PAULA (1988), SIQUEIRA

& HUBBELL (1986) s3o frequentemente relatados na literatura.
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Atualmente, o fracionamento destes compostos orginicos comple-
Xos e a caracterizag3o das moléculas envolvidas na prowmocSo do
crescimento constituem a linha de peequisa maié promissora.Com-
posto capaz de estimular o crescimento de fungos MVA foi recen-
temente isolado de ralzes e caracterizado quimicamente por pes-
quisadores da Michigan State University - EUA (J. 0. SIQUEIRA,
comunicag3o pessoal).

Os estudos conduzidos até o presente permitiram a
identificacfio de varios aspectos da fisiologia dos processos de
germinagdo e crescimento micelial de variae espécics de fungos
MVA in vitro. Contudo, meio de cultura capaz de sustentar o
crescimento micelial por perfodos prolongados e de estimular a
esporulacdo na ausdncia de ralizes ainda ulo foi formulado e
continua-se com as mesmas ddividas e indagacBes dos pesquisado-
res do infcio do século. Além disso, estes estudos evidenciam
que o lento avango na compreensio do yrocesso de crescimento
destee fungos se deve a diversos fatores cowmo: (a) A variabili-
dade de respostas obtidas com diferentes espécies e mesmo entre
isolados de uma mesma espécie, sugerindo que a resposta obtida
¢ dependente do estado fiesioldgico e da capacidade metabdlica
intrinseca do indculo utilizado, (b) zo ntmero restrito de es-
pécies estudadas, o que restringe o estabelecimento de padrdes
gerais de respostas a um dado fator, (c) dificuldade de padro-
nizagSo do indculo gquanto as caracteristicas morfofisioldgicas,
(d) a inviabilidade de repicagem do micélio cenocitico, gque

mesmo superada, deparard com as dificuldades impostas pelo
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provavel carater heterocaridtico destes fungos, que faz com que
diferentes éegmentos do micélio sejam, provavelmente, genetica-
mente distintos e (e) a caréncia de métodoe; adequados para
estudos dessa natureza.

A inabilidade de diversas fontes de carbono em sus-
tentar o crescimento micelial de fungos MVA in vitro ¢ sur-
preendente, principalmente guando se considera gque a disponi-
bilidade de carbono foi, provavelmente, um doe fatores gue maie
contribuiu, através da selegZo natural, para a evolugZo do
habito endofitico das MVA, READ (1987). Esta aparente
inabilidade de fungos MVA em wmetabolizar compostoes organicos in
vitro €&, portanto, inesperada e intrigante, principalmente
quando s8e considera que as vias bagicas do metabolismo de
carbono sfo operantes no wmicélio ligado s ralzes (item 2.2.1).
Isto sugere que a auséncia de crescimento micelial in vitro
pode ser o resultado da inoperancia de uma ou.maia vias meta-
bélicas no micé¢lio produzido na auséucia do hospedeiro. Isto
implicaria que durante o processo de evolucfo destz simbicse, a
planta hospedeira teria assumido © coutrole, pelo menos par-
cial, do metaboliswmo do fungo. Couseguentemente, © seu cresci-
mento na auséncia do hoepedeiro &6 ocorrers se um fator
especifico, com agZo indutora de certos genes, estiver presente
no meio de cultivo. Suporte para esta hipdtese poderid ser
fornecido por estudos bioquimicos de fungos MVA in vitro que
demonstrem & inoperadncia das viae metabdlicas codificadae pelos

genes sob controle do hospedeiro.
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2.2.3. Bioquimica de fungos MVA

Os estudos de bioquimica de fungos H@A baseiam-se na
premissa basica de que a auséncia de crescimento extensive in
vitro ¢ decorrente da inoperinciz de uma ou mais vias metabdli-
cas essenciais. Para tanto, estudam-se a composicio guimica de
esporos ndo-germinados, as mudansas de cowposicZo decorrentes
do processo de germinac3io e as capacidades metabdlicas do mi-
cé¢lio produzido in vitro.

Esporos nio-germinados s30 muito ricos em lipidios neu-
tros, esteroides e fosfolipidios, os quais representam cerca de
46% do peso seco dos esporos. Glicolipidios ufo sic, geralmen-
te, encontrados, BEILBY & KIDBY (1980a,b). A clasese predominan-
te ¢ a de lipidios neutros (95% dos lipidioe totais), a gual ¢é
composta primariamente por triacilgliceridios. Os lipidios néu-
tros de fungos MVA apresentam uma wmaior concentracdo de Acidos
graxos polinsaturados de cadeias longas (14 a 26 Atomos de
carbono) que os de outros biotrdficoes, e & provavel gue os mes-
wos estejam envolvidos na manutensio da viabilidade doe esporos
no solo, conferindo-lhes maior flexibilidade de wmembranas en
condig¢®es de baixas temperaturas & uma menor eencibilidade 2
fotoxidagiio em temperaturas mais elevadas, BEILBY (1980).

0 estudo das mudancas na composisio de lipidios, decor-
rentes do processc de geruinacfo e zlongasfo,mostron que os li-
pldios neutros predominam também durante o crescimento do tubo

germinativo. No periodo inicial de crescimento, a agZc de lipa-
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ses resulta una degradasfo de triacilgliceridios com © conse-
quente aumento de acidos graxoeb livres. Durante a elongagdo
subsequente, o fungo utiliza os Acidos graxosiliberadoe para a
sintese global de todas as demais classes de lipd dios presentes
no micélio, incluindo mono, diacil e triacilgliceridios, hidro-
carbonetos, diversos tipos de esteroides o fosfolipidios. Nota-
se a ocorréncia de uma crescente saturacdio dos aAcidos graxos
com a elongacZo micelial, indicativa de que ha uma diminuaicio
da fluidez de wmembranas concomitantemente zo procecso  de
elongag&o, BEILBY & KIDBY (1980a).

A utilizagZo de precursores marcados e inibidores meta-
bSlicos tem contribuido de forma significativa para a determi-
nac3o das vias anabdlicas e catabsdlicas operantes em fungos MVA
durante os processos de germinagio e crescimente wmicelizl in
vitro. BEILBY & KIDBY (1982) dewmounstraram gque ew Glomus
caledonium, o8 processos metabdlicos s3o ativados imediatamente
apds a hidratasdo dos esporos.Apdes 35 minutos detecta-se a
incorporacsc de bases nitrogenadas em RNA & de aminocdcidos em
proteinas, havendo evidéncias de gque as enzimas necessarias A
sintese de acidos ribonucléicos estio presentes nos esporos an-
tes da germinac3o. A incorporacfco de samincacidos marcados na
frac8o proteica ¢ inicialmente lenta, sugerindo que estes fun-
gos utilizam amincacidos arwazenados nos €EPOTOs noe estagios
iniciais da sintese protefca, BEILBY & KIDBY (1982), a qual
parece ser essencial tanto para a germinasio guanto para o

crescimento micelial in vitro, HEPPEE (1979).
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O destino das moléculas de carbono provenientes de
substratos érgénicoe foi demonstrado através da utilizacfo de
t4C-acetato. Este composto ¢ prontamente convértido em acidos
orgdnicos, carboidratos neutroe e aminodcidoes por esporos de
Glomus caledonium, BEILBY & KIDBY (1982). Os principais aminoa-
cidos sintetizados sZo asparagina, arginina, adcido glutlmico e
glutamina que representam 71% dos awmincvacidos sintetizados.
Prolina e metionina nZc foram encontrados nestes estudos, suge-
rindo a inexisténciz de vias metabdlicae de sintese desses ami-
noacidos ou uma sintese tardia. A slntese de lipidics % &
iniciada apds 2 horas de hidratas3o, ocorrende uma intensa
sintese de diacil e triacilgliceridios e em menor intensidade a
de acidos graxos livres, esteroidees livres e fosfolipidics. Ee-
tes resultados demonstram que o carbono exdgeno ¢ proutamente
absorvido e metabolizadc pelo micélio de fungos MVA in vitro,
na auséncia de raizes vivas. '

Os esporos de Glomus caledonium apresentam, ainda, a ha
bilidade de sintetizar ATF logo apds a hidratasfio. A produsfo
de ATP aumenta em proporsio semelhante 3 dos demais compostos
sintetizados pelo fungo, BEILBY & KIDBY (1982). A capacidade de
geracdo de energia por fungos MVA foi tazmbém relatada por
MAcDONALD & LEWIS (1978), os quais através do cmprego de téc-
nicas citoguimicas, inferirawm que a via glicolitica, o ciclo
dos 4acidos tricarboxilicos, a via dae pentoses, a oxidasio de
aminoacidos e de NADH e NADPH ocorriam no micélio e esporos

vegetativos de Glomus woeseae.
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A capacidade de replicag3o do material gendtico em
fungos MVA ¢ sugerida pelos estudos de BEILBY (1983) e de
HEPPER (1979), os guais fornecem evidéucias dé gue a expressido
de genes mitocondriaics ¢ requerida para a germinasido destes
fungos e que os produtos de tradugqo destes genes estio,
provavelmente, envolvidos nos processos que controlam a ramifi-
cagcio do micélio. A capacidade de replicagio do DNA ¢ também
sugerida por estudos citolédgicoe in vive que fornecem evidén-
cias da existéncia de nucleoes em processo de diviefo wmitdtica
no micélio destes organismos, BONFANTE-FASOLO et alii (1987).
Entretanto, BURGRAAF & BERINGER (1989), utilizando inibidores
metabdlicos e precursores marcados, sugerem que oS fungos MVA
s3o incapazes de replicar o DNA durante e apds a germinacfo.
Estes autores propSem que os ndcleos presentee nas estraturas
fingicas in vitro sZc provenientes de mobilizasdo doe ndcleos
do esporo “"wmie".

A importancia dos estudos bioguimicoe acima relatados,
reside, em primeiro lugar, na demonstracfo da permeabilidade de
fungos MVA in vitro a diversos aminoadcidos, bases nitrogenadas,
acetato e fontes inorganicas de nitrogénio. Eeta comprovacic da
permeabilidade a compostos organicos e inorganicos, além de
confirmar as observac®es realizadas in vivo, sugere que o
biotrofismo obrigatéric destes fungoe uio estd aparentemente
ligado 2 inabilidade de absorgcdo dos compostos formecidos pelos
meios de cultivo ewmpregados in vitro. Entretanto, o aspecta

mais relevante dos estudos bioguimicos esta na constatacic de
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que as vias basicas do anabolismo & cataboliswmoe celular sdo,
provavelmente, operantes em esgporos e micdlio de fungos HMVA, na
auséncia de ralzes vivas. A possibilidade de déficiéncia Sm AmA
ou mais vias metabdlicas n3o pode, entretanto, ser descartada
como explicagdo para o bicotrofismo obrigatdrio de fungos MVA,
peis isto exigiria o estudo pormencorizado de todas as enzimas
envolvidas no metabolismo celular.

Nota-se gune o conhecimento acerca do processo de cres-
cimento de fungos MVA in vitro ¢ ainda iacipiente e fragmenta-
do. A caracterizas3o nutricional, fisioldgica e bioguimica de
um maior nimero de espécies se faz necessiria PATE gUe Be DOEEA
estabelecer os fatores condicionantes do biotrofismo obrigatd-
rio destes organiemoe e wiabilizar a sua utilizacdo em larga

escala.






3. MATERIAL E METODOS

Para caracterizar o crescimento micelial do fungo MVA
Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdemann) Gerdemann & Trappe,
estabelecer sua curva de crescimento e estudar os efeitos de
compostos orginicos sobre o seu crescimento micelial im vitro,
foram conduzidoe varios experimentos uo Laboratério de Micro-
biologia do Solo da Escola Superior de Agricultura de Lavras.

Inicialmente, visando determinar o perfode de incubagio
adequado para avaliagZc de experimentos de mutricdo, deter-
minou-ee uma curva de creescimento micelial em meio matritivo.
Posteriormente, considerando-se que o fungo poderia utilizar as
fontes de carbono numa faese mais tardia do crescimento, estu-
dou-se a curva de crescimento wmicelial ewm weio matritivo com e
g8em sacarose, por periodo longo o suficiente para peraitir a
septagdo e retrag3o citoplasmdtica da maioria das hifas.

Varios ensaioe foram, entZo, conduzidos visando deter-
minar os efeitoes de carboidratos sobre o crescimento micelial
do fungo. Considerando-se a possibilidade do fungo wtilizar
mais eficientemente as fontes de carbono exdgenas apds o

esgotamento de suas proprias reservas, estudaram-se os efeitos
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de periodos de crescimento, na auséncia de fontes de carbono,
sobre a uﬁilizagzo subsequente de sacarose. (s efeitos de
adcidos orgadnicos, em diferentes concentraqﬁés, forawm também
estudados.

As concentrac®es testadas foram escolhidas com base na
literatura e de forma a serem intermedidrias a concentracdes
que ndo influenciam o crescimento e a concentrasdes que exercem
efeitos inibitérios sobre o crescimento micelial in vitro, no

intuito de se tragar curvas de resposta aos coppostos testados.

3.1. Metodologis geral

Os esporos de G. gigantea foram multiplicados em ralzes
de Brachiaris decumbens cultivada ewm vasos contendo 4kg de
Latossolo Roxo desinfestado com brometo de metila‘(260 ce/m’ de
substrato). Os vasos foram irrigados diariamente com agua
desmineralizada para saturac3c de cerca de 60% do volume total
de poros ¢ periodicamente com 10 ml de solucfo de Hoagland sem
fésforo, dilufda 10x. 0Os vasos foram mantidos em casa-de-
vegetagdo por 12 a 14 meses, antes de serems utilizados.

Os esporos foram extraidos diretamente dos vasos de
multiplicagfo por peneiramento uUmido, coanforme sugerido por
GERDEMANN & NICOLSON (1963), em peneiras com malhz de 0,720 e
0,105 mm de abertura. O wmaterial retido na ultima peneira foi

submetido 2 centrifugagic em dgua por 3 mirmatoe a 2000 rpm e em
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solugdo de sacarose 45% (P/V) por 2 minutos a 3000 rpm. O so-
brenadante éontendo og esporos fol recolhido em peneira de
0,044 mm de abertura e¢ lavado com forte jato dé adgua corrente.
Os esporos obtidos foram selecionadoe sob microscédpio este-
reoscopico (20x) para obtensZoc de um grupe morfologicamente
homogéneo. Esporos escuros, esporos nitidamente lesados ou com
detritos aderidos & parede foram descartados.

Em cAmara asséptica de fluxo laminar, procedeu-se a de-
sinfestagdo superficial dos esporos em filtro Millipore (Swinex
25) com membrana de papel (Whatman e 1), acoplado a seringa de
20 ml, conforme descrite por COLOZZI-FILHO (1988). 0Os esporos
desinfestados foram removidos da superficie da membrana PATH
uma placa de Petri contendo Aguna destilada e esterilizada e
transferidos, com o auxilio de pinca flexivel e de ponta fina,
para placas de Petri (9,0 cm de diimetro) contendo 10 ml de
agar-dgua 1% (pH 6,4 * 0,2) para germwinacio. O égar foi marcado
com perfurador de rolha de 1 om de difmetro, colocando-se um
esporo no centro de cada circulo demarcado. Em cada placa foram
colocados 30 esporos.

As placas foram incubadas em estufa a 25 - 28 °C, no
escurc e apde 2 a 3 dias de incubac3o submetidas 2 observacfo
em microscdpio esterecscdpico (20x) em clmara asgéptica de flu-
xo laminar. Esporos de cor amarela-brilhante, sem manchas cecu-

recidas e que apresentavam um on wais tubos gerwinativos cOm
comprimento inferior a duas vezes o dismetro do esporo foram

utilizados nos experimentos.A auséucia de crescimento bacteria-
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no ou de fungos contaminantes sobre os esporos foi aceita como
prova de aséepaia‘

0 meio nutritivo utilizado em todos os‘experimentos re-
sultou de modificagBes do meio de HEPPEBR (1979) atravées de es-
tudos preliminares com Q. gigantes. Sua composicio € apresen-
tada no Quadro 1. O meio foi preparado a partir de solugdes es-
toque (concentradas 10 x) mantidas ewm frascos escuroe a 4°C. As
vitaminas foram reunidas em uma Unica solusfo estoque esterili-
zada por filtrag3o ew membrana (0,45 um). As solugdes estogue
das fontes de carbono foram esterilizadae separadamente por au-
toclavagem a 121 °c por 20 minutos. Para preparacio do meio, os
constituintes minerais foram adicionados 2 dgna destilada ¢ o
pH acertado para 5,5 % 0,2 com NaOH 1N ou HCl 0,1M.0 volume foi
acertado de forma a permitir gue a adicic das vitaminas e da
fonte de carbono,apéds autoclavagem do meio, completasse 200 ml.

Para instalagSo dos experimentos, os €8POTOs pré-germi-
nados e assépticos foram transferidos para tubos de ensaioc (1,8
% 14,5 cm) contendo 3 wl de meio nutritivo liquido,euplementado
com compostos organicos ou n3o de acordc com cada experimento.
Os tubos foram incubados em estufa,25 a 28 oC, 0o escuro.

Ao final dos perfodos de incubag3io, o sobrenadante dos
tubos foi colhido para determinaglo do PH e os eeporos foram
observados sob microscédpic esterececdpico {20x) para avaliacso
das caracteristicas morfoldgicas do micélio produzide e conta-
gem de células auxiliares. Para avaliacZo do crescimente mice-

lial foi utilizado um wetodo de intersecdes de hifase modificado
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QUADRO 1.Composic3o do meio nutritivo utilizado nos diversos

experimentos.
Composto Marca Conéentracﬁo wg/l
KC1 Merck 4,0
KNO3 Merck 8,40
MgSO‘ 7H20 Berzog 4,0
Ca(H2P04)2 H,O Riedel - de - haen 0,8
FeNa EDTA Reagen 0,19
Tiamina Merck 0,40
Biotina Merck 0,04
Cianocobalamina Merck ¢,04
de HEPPER & JAKOBSEN (1983). 0© micélio proveniente de cada

parcela experimental foi colocado em um tubo de ensaio (1,5 x
12,5 cm) contendo 0,5 ml de dgua destilada e 50 contas de vidro
(1 mm de didmetro). O micélio foi fragmentado por agitacic em

vortex a 1/3 da vwvelocidade wmaxima ror 30 segundos. Qs

fragmentoe obtidos foram transferidos para membrana Millipore
quadriculada (HAGB 047, 9 mm’ por quadricula) por filtracZo a
vadcuo. Apds secagem da membrana de filtro ao ar, procedeu-se a
contagem, sob microscdpio estereoscdpico (40x), do ntmero de
fragmentos de hifas que interceptavam ae linhaes horizontais do
filtro.

Todos os ensaios foram delineados inteiramente ac acaso
¢ repetidos peloc menos uma vez. Os dados de contages de interse-
¢%es de hifas obtidos foram transformados por Y = jx + 0,5 e
anadlise de wvariadncia e

submetidos a regressdo polinowial

conforme programas do Centro de Processamento de Dados da ESAL.
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3.2. Experimentos

3.2.1. Curvaes de crescimento

Para determinacZo da curva de crescimentoc em meioc nu-
tritivo,os tubos contendo og esporos pré-germinados foraw incu-
bados por periodos de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 dias. Para ecada
tratamento foram utilizados 30 tubos, sendo cada parcela expe-
rimental constituida pelo micélic rroveniente de 10 esporos.

Para determinacZo do efeito da adicio de fonte de car-
bono sobre a curva de crescimento micelial, esporos pré-germi-
nados foram incubados por 0, 2, 4, 8, 16, 3Z e 48 dias em tubos
de ensaio contendo 3 ml de meio matritivo suplementado on ulo
com 4 g/l de sacarcee. Foram utilizadoe 20 tubos de ensaio por
tratamento, sendo cada parcela experimental conetitufda pelo

mice¢lio proveniente de 5 €s8poros.

3.2.2. Efeitos de compostos organicos sobre o crescimento

micelizl

Diferentes concentrac®es de carboidratos e de acidos
orgidnicos foram adicionadas aoc meio nutritivo, conforme Quadro
2. Cada tratamento foi comnstituldo por 30 tuboe de ensaio, sen-
do o crescimento micelial avaliade apdes 16 diae de iuncubagio.
Cada pércela experimental foi constituida pelo wmicélio prove-

niente de 10 esporos.
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QUADRO 2.Concentracdes dos compoetoe orgidnicos utilizados como
forites de carbono para o crescimento wmicelial de

G. Gigantes in vitro.

Compostos organicos Marca Councentracdes estudadas g/1

0 1 2 3 4
D (+) Glicose Pré-analysi 6,0 ¢.,5 1,0 2,0 4,0
D (-) Frutose Merck 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
L (+) Arabinose Merck 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
a - D - Sacarose Ecibra 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
D (+) Trealose Riedel-de-haen 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Manitol Inlab 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Amido Reagen 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Pectina Sigma 9,0 0,156 0,313 0,625 1,25
Acido pirtvico" Merck 0,0 0,156 0,313 0,625 1,25
Acido citrico Merck 0,0 0,156 0,313 0,625 1,25
Acido oxalico Merck 0,0 0,156 0,313 0,625 1,25
Acido tartarico Pré-analysi 0,0 0,156 0,313 0,625 1,25

* Fornecido como Piruvato de Sédio

3.2.3.Efeitos de pré-crescimento na auséncia de foutes de

carbono sobre a utilizacZo subsequente de sacarcose.

Os tratamentos constituiram-se na transferéacia dos
€8poros germinadoe para tuboe de ensaio contendo 3 wml de meio
nutritivo, procedendo-se & adicZo de sacarose (4 g/1} aoe 0, 10
e 20 dias apds a incubacdo. Apde 30 dixe de incuabagio, o
crescimento micelial foi avaliade. Foram utilizados 20 tubos de
ensaio por tratamento, sendo  cada parcela experimental

constituida pelo mic®lio proveniente de & SsSpPOros.
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4 .RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1. Germinac3o e crescimento micelial de §. gigantea

A germinac3o dos esporos de G. gigantea ewm dgar-agua
ocorreu apos um periodo de 2 a 4 dias de incubagc3o pela forma-
20 de um ou mais tubos gerwinativoes diretamente através da pa-
rede do esporc, como descrito por GERDEMANN (1958) ¢ por KOSKE
(1981a,b). Esporos de coloragZo amarela-esverdeads on totalmen-
te escurecidos n%oc germinaram em Agar-Agua. Obeervou-se, ainda,
que a umidade do Agar-4gua ¢ a temperatura de incubagcico foram
fatores relevantes na obtens3o da germinaciZo dos eEPOTOE .

0 tubo germinativo, inicialmente espeseo, alongon-ee va-
pidamente produzindo ramificagdes bilaterais ’mais finae, as
quais cresceram no interior do aAgar, na sua superficie ou for-
mando um micélio aéreo semelhantemente ao descrito por WARTRUD
et alii (1978b) para @igaspora margarita. Corrente cito-
plasmatica bidirecional foi observads com facilidade joato a
origem do tubo germinativo nesta fuse inicizl do creecimento.

Apde transferéncia para o wmeio mxtritivo liguido, a
elongagcfio e ramificacfo do wmicelio se intensificaram, resultan-
do na formas3o de uma rede micelial dispersa. Observou-se, fre-

equentemente, a formacdc de ramificacdes digitiformes finas,



t
B
-




31
semelhantes a arbusculos, em pontas de hifas distais. A seme-
lhanga deet;a estruturas com os arbisculoe foi também relatada
por MOSSE (1959), que atribuiu-lhes a fun;éo de Srgios de
absorg¢3o. HEPPER (1987) propde que a indusfo destas ramifica-
¢Bes in vitro poderia constituir um passo importante para o es-
tabelecimento de culturae puras de fungos MVA, devido a2 possi-
bilidade de poderem apresentar permeabilidade diferenciada aoce
constituintes do meio. Em algune ensaioe observou-se, ainda, a
extrusdo do citoplasma nas pontas de alguwae hifas. E possivel
que a ruptura do apice tenha ocorrido como cousequéncia de
hipotonicidade do meio, cowo sugerido para outroe fungos por
BARTNICKI-GARCIA & LIPPMAN (1972) ¢ por PABK & BOBINSON (1966).

Ao final dos periodoes de incubacfo, varias hifae apre-
sentaram-se septadas e sem contetdo citoplasmatico. OQutra
caracteristica do mic¢lio nesta fase foi o aspecto vacuolado
das hifas. As caracter{sticas uorfoldgicas do micélio de Q.
gigantea nio foram aparentemente inflnenciadas pela adicZo

dos compostos organicos ao meic nutritivo.

4.2.Curvas de Crescimento Micelizal

Foram observadas alteragdes significativas uo cresci-
mento micelial de G. gigantea no decorrer dos reriodos de incn-

bag3o. (Figura 1 e Quadro 14). A curva de crescimentc micelial
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foi semelhante a de outros fungos filamentosos, entretanto,
nota-se que a curva n%o apresenta uma fase Lag na qual, segundo
GARRAWAY & EVANS (1984), a produsdo miceliél dos fungos €
aproximadamente nula. A auséncia desta fase Lag na Figura 1 se
deve ao fato de terem sido nutilizados esporos pré-germinados.
Neste caso, a fase Lag foi constituida pelo periodo de tempo
necessario para hidratasSo doe esporos e emergéncia do tubo
germinativo em agar-agua.

A segunda fase do crescimento micelial de G. gigantea
in vitro (0 a 15 dias) foi tipicamente exponencial. Este cres-
cimento exponencial foi, provavelmente, resultante da formaclo
de ramificagSes no micélio, as quais contribuiram para o au-
mento do numerc de pontas de hifas em crescimento em funcZo do
tempo, como demonstrade para outros fungos filmmentosos por
TRINCI (1974). HEPPEF (1983b) e MOSSE (1959) relatam que o
crescimento micelial de espécies do gendro Glomue ¢ wmaie rapide
até 10 dias de incubag¢loc. A maior duracdo deste periodo de
rapido crescimento em G. gigantea no presente estudo pode ser
um reflexo do maior volume de reservas no interior dos esporos
desta espécie, e indica que a curva de crescimento pode ser
variavel para diferentes especies .

A terceira fase (15 a 30 dias) se caracterizou por
desacelerac3o do processos de crescimento, indicativo de
diminui¢fo da taxa de ramificacdo e de elongagSo das hifas .
Esta diminuicdo de crescimento ¢, em geral, atribulda acs fatos

de: (1) um ou mais uatrientes atingirem concentrasio limitaate
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no meio; (2)mudanscas de fatores cowo pH e aeragdo para valores
desfavoraveis e (3) elevasdo de metabdlitos excretados pelo
fungo a niveis téxicos para o crescimento. (;s dados obtidos
neste estudo permitem descartar wadancas de pH come o fator
responsadvel pela desacelerasio do crescimento, visto gue a
determinag8o do pH final do meio de cultivo mostrou que a
acidificagdoc n3o foi t3o acentuada (pH 5.50 inicial para pH
4,80 final).

Em torno de 30 dias de incubasic o fungo entrou em fase
estacionaria, indicative de que © processo de elongacio de
hifas fol interrompido e de que o potencizl de crescimento de
G. gigantea, sob as condic¢c®es experimentais utilizadas, foi es-
gotado. Esta interrupcio do processo de elongacio de hifae de
G.gigantes, no presente estudo, pode ter sido nm reflexo da
atuagdo de fatores intrineecos condicionantes do cardter bio-
trofico obrigatério deste fungo. Contudo, devejae considerar a
possibilidade de que isto tenha sido reflexo de inadeguacio ou
esgotamento do meio ou mesmo de elevac3o da concentracdo de
compostos téxicos no wmeic, visto que 30 diag & um  peviodo,
provavelmente longo de incubasio em sistemas sem reciclagem de
nutrientes.

A fase final da curva foi caracterizada por um declinio
progressive no crescimento. Este declinio & geralmente atribul -
do a um processo de autolise, no qual oz fungos degradam e
utilizam seus préprios constituintes celulares, conforme

propostc por Lahoz et giii, (1966), citados por GRIFFIN (1981).
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A ocorréncia de autdlise foi também observada por HEPPER
(1983b) no micélio de Glomus gglgdgninn,' porém nenhuma
referéncia ¢ feita ao periodo no qual este processo ocorreu.

A anadlise da curva de crescimento (Figura 1) indica que
um periodo de 15 dias de incubagfo é adequado para avaliac®es
do crescimento micelial, pois marca o final da fase exponencial
e o inicio da fase de desacelerag3o do crescimento micelial de
G. glgantea in vitro.

A curva de crescimento micelial de G. gigantea nZo foi
alterada pela adig3io de sacarose ac meio nutritivo (Figura 2 e
Quadro 2A), porém houve uma tendéncia de menor crescimento na
pPresensca de sacarose. A auséncia de modificag3o acentuada na
curva de crescimento micelial com a adig%c de sacarose indica
que este fungo possui uma baixa capacidade de absorgZo e/ou
metabolizac3io deste composto, sob as condi¢Bes experimentais
utilizadas. Além disso, confirma que um Periodo. de incubagZoc de
15 dias ¢ suficiente para determinacZ%c de vrespostas do
crescimento micelial de G, gigantea a fatores nutricionais.

.Os resultados do numero total de células auxiliares
Produzidas pelo micélio de G, digantea no decorrer dos periodos
de incubagic sio apresentados no Quadro 3. Aparentemente,a pro-
dus3o de células auxiliares acompanha proporcionalmente o cres-
cimento micelial do fungo, sendo este efeito marcante até 8
dias de incubagio. Considerando-se que a func¥o de células au-

xiliares esteja relacionada com © armazenamento de metabsdlitos
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FIGURA 2. Curva de crescimento micelial de G. gigantea enm
meio nutritivo com e sem adig&o de sacarose. Média de
dois ensaios. (Equag3o de dados transformados por
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QUADRCO 3.Numero total de cé¢lulas auxiliares produzidas pelo mi-
célioc de G. gigantea em meio nutritivo com e sem adi-

¢%0 de sacarose. Média de dois ensaios. ESAL, Lavras -

MG, 1990.
Periodo de Incubagio Dias
Tratamentos
0 2 4 8 16 32 48
Com Sacarose - 02z 10 42 33 50 59
Sem Sacarocee - - 32 70 32 46 57

destes fungos, maior produsic destas estraturas em funclo de
aumentos no crescimento micelial poderia ser esperads, princi-
palmente quando a dieponibilidade de carbouo nio ¢ um fator
limitante no meio. Entretanto, oes dados woestram grande variabi-
lidade na produgiio de ce¢lulas auxiliares que pode ser
resultante de varias3o na capacidade intrinsecg doe esporos em

formar esesas estruturas.

4.3.Mahﬂmmmmmgmimmm

0 crescimento micelial de §. gigantea., obtido em res-
posta a suplementagdo do meio nutritivo com carboidratos, foi
variavel para diferentes compostos & concentracdes (Figura 3 e

Quadro 34).
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FIGURA 3. Crescimento micelizl de G, gigantesa em meio nutritive
suplementado com carboidratos. Média de dois ensaios.

¥ Medias diferem do controle pelo Teste de Tukey
(B =i 5%%.

*¥*¥ Concentracdes conforme Quadro 2.
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Os carboidratos glicoese, pectina e trealose influencia-
ram significativamente o creecimento micelial de G, gigzutexn,
sendo as curvas de regressido apresentadas na Figura 4. Contudo,
a resposta a glicose n3o foi explicada por nenhum dos ajustes
polinomiais testados. Aes diferencas significativae detectadas
pela andlise de varidncia encontravam-se entre as concentrasdes
empregadas, porém o crescimento obtido na presensa de glicose
n3o diferiu significativamente do controle. Isto se deve pro-
vavelmente a variabilidade das respostas obtidas, as quais
possivelmente refletem diferencas fisioldgicas wo indculo
utilizado. Observou-se, contudo, uma tendéncia de estimmlo no
crescimento micelial pela adicZ%o de 0,5 g/l de glicose. Eeta
resposta concorda com os dadoes da literatura que mostram que,
em geral, baixas concentracSes de glicose (0,4 a 0,3 g/l) s3o
estimulatdrias para o crescimento micelial de fungos MVA e que
concentragdes mais elevadas sio inibitériaa,. KOSKE (1931a),
MOSSE (1959), SIQUEIRA & HUBBELL (1986) e SIQUEIRA et &lii
(1882). & provavel, portanto, que G, giganteca apresentes as en-
zimas envolvidas no rrocesse de absorcio da glicose, como ja
demonstrado por CAPACCIO & CALLOW (1932) & por MARX et alii
(1982) para outros fungoe MVA. Estudoe com “C—glicaae, COMD O
de MASKALL (1980), seriam de grande valia para testar esta
hipétese.

A pectina, quando adicionada ao meio nutritivo em baixas

concentragdes, aumentou o crescimento micelial de G. gigantea.
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Relatos da utilizacio de pectina por fuugos MVA in vitro nZo
foram encontrados na literatura. Contudo, SIQUEIRA & HUBBELL
(1986) sugerem que o acido D-Galacturdnico, ﬁolécula cousti-
tuinte da pectina, pode constituir-se em fonte de carbono
promissora para o cultivo de fungoe MVA in vitro, na aneéncia
de raizes vivas. 0O maior crescimento micelial obtido no pre-
sente estudo com a adic3c de baixae councentrasgdes de pectina
sugere que G. gigantesn apresenta pectinases ¢ poligalacturona-
ses capazes de degradar o polissacaridec permitindo, aseim, &
absor¢3o dos mondmeros resultantes da degradasio e sua uti-
lizag%o como fonte de carbono para oe processos de elongacio de
hifas.

A capacidade de utilizagZo de pectina por fungos MVA ¢
sugerida também por estudos citoldgicos das associac®es MVA que
demonstram um certo grau de degradac3o da lamela wédia pelas
hifas do fungo durante a penetrasfo intercelu;ar do codrtex da
raiz hospedeira, GIANINAZZI-PEARSON et alii (1981). A exishtén-
cia de fibras polissacaridicas desorganizadas entre a plasma-
lema de ramos finoes de arbisculos e a plasmalema da c®lula hos-
pedeira, tem sido proposta como evidéncia da capacidade do fan-
go MVA de lisar precursores da parede hospedeira ¢ utiliza-los
como fonte de carbono para o crescimento, BONFANTE-FASOLO et
alii (1981) e GIANINAZZI et alii (1983).

A trealose exercen efeito inibitério mesmo guando for-
neéida em baixaes concentragdes, sendo o aumento de couceutrasio

acompanhade por uma diminuicf2o progressiva do crescimento
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micelial. Contudo, o Gnico estudo conduzido in vitro com este
carboidrato 'mostrou que a sua adicio (1 g/1l) ulo influenciou
significativamente o crescimento micelial de eéporoa pré-germi-
nados de Glomus caledonium, HEPPER (1979), sugerindo sensibi-
lidade diferenciada de espécies de fungos MVA a este composto.
Estudos recentes, BEAD (1987), indicam gue este dissacaridec &
o principal composto envolvido na translocag3io de carbono
através do micélio de fungos MVA. Os efeitos detrimentais de
trealose observados no presente estudo nZo corroboram, contudo,
com a hipétese de BREAD (1987) de que este dissacarideo descem-
penhe papel relevante na fisiologia de fungoe MVA.

NZo foram detectados efeitos significativos da adicZo
de frutose, arabinose, manitol, sacarose ¢ awido sobre o cres-
cimento de Q. gigantez. A auséncia de resposta em crescimento A
adic¢do de frutose (1 g/l) foi também relatada por HEPPER (1979)
para Glomus caledonium. E interessante ressaltar que este car-
boidrato & utilizado pelos fungos em geral, BERRY (1975), mas
que em algumas espécies as enzimas envolvidas sZo de natureza
adaptativa o que faz com que =z utilizagcZo da frutose seja
iniciada apenas apds um perido Lag de cerca de 16 dias de incu-
bagZo, Sistrom & Machlis(1955), citados por GRIFFIN (1981).
Portanto, a resposta obtida no presente estude n%e implica
necessariamente na inabilidade de G. gigantes em wutilizar a
frutose como fonte de carbono para o crescimento wicelial,

visto que o periodo de incubaslSo utilizado foi de 15 dias.
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A adic3o de arabinose, apesar de nio ter influenciado
significatiéamente o crescimento do fungo, reeultou em uma ten-
déncia de inibig3o com o aumento da sua conceﬁtrasﬁa no meio,
chegando a 25% de inibic3o na wmaior concentracio estudada.
HEPPER (1979) relata que a adi¢3o de arabitol, gue ¢ formado 2
partir de arabinose, n3c influenciou significativamente o cres-
cimento micelial de esporos pré-germinados de Glomus
caledonium, eendo este comportamento semelhante zo obtido no
presente estudo com a arabinose. Contudo, a tendéncia de ini-
bi¢Zo obtida sugere que a arabinose pode ser uma das moléculas
do hospedeiro envolvidas no controle da dispersXo do fungo na
raiz, como propostoc por MOSSE (1959) para carboidratos em
geral.

A auséncia de efeitos da adigc3c de manitol sobre o
crescimento micelial de G. gigantesn, no presente estudo, con-
firma os resultados obtidos por HEPPER (1979{, a gqual relata
que a adig3o de manitol (1 g/l) nZo influencion significativa-
mente o crescimento micelial de Glomus caledouniuvm. Em geral,
mesmo fungoe capazes de utilizar manitol como fonte primaria de
carbono apresentam um creecimento bem menor com este couposto
que o observado com outros carboidratos, BOONSAENG et a&lii
(1976), e podem apresentar uma fase Lag de § & 10 dize antes
que a resposta estimulatédria seja observada, PONS et alii
(1986). Isto sugere que o sistema de utilizac3o do manitol, as-
sim como o da frutose, ¢ adaptativo em alguns fungos. Portanto,

a auséncia de estimulo ao crescimento na presenca de manitol no






presente estudo nZo reflete necessariamente a inexisténcia de
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vias de oxidag3o deste composto no micélio de G. gigantea.

O crescimento micelial de G. gigantea nZo foi influen-
ciado significativamente por sacarose quando este dissacarideo
foi adicionado ac meio nutritiveo no infcio do periodo de incu-
bag¢3o. A auséncia de resposta 2 adig3o de sacarose (1 g/1) foi
também relatada por HEPPER (1983b) para Glomus caledonium. Po-
rém,a maioria dos estudos mostra que concentrac®es de 1 z 4 g/l
830 estimulatérias para o crescimento e que concentracB®es mais
elevadas sZo sempre inibitérias, CARR et alii (1985), MOSSE
(1858), SIQUEIRA & HUBBELL (1986) e SIQUEIRA et alii (1982).

No presente estudo, o crescimento micelial de @.
gilgantea fol estimulado quando sacarose foi adicionada aoc meio
nutritivo apdés 10 ou 20 dias de incubas3c dos E8POTr0os8 pré-
germinados (Figura 5 e Quadro 4A). Apds 20 dias de incubago, o
micélio de G. gigantea j& atingiu seu crescimento méximo in
vitro e estd préximo a cessar a elongag3o de hifas. Para produ-
¢80 de micé¢lio durante estes 20 dias, o fungo provavelmente
utilizou suas reservas enddgenas de carbono e & possivel que
esta utilizac3o tenha resultado n3o apenas na degradasdo de
grande parte destas reservas, como também na desrepressio ou
indu¢3o de novos sistemas enzimaticos. Isto porque, segundo
GARRAWAY & EVANS (1984), mecanismos de inducio, repressio,
ativag2o e inativag3o enzimatica sfo utilizados pelos fungos,

sob condi¢®es de estresse, para preservacfo das reservas
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celulares e aumento da eficiéncia energética da célula. Conse-
quentemente, a utilizag3o da enefgia celular‘para sintese de
novos sistemas de absorg3io e metabolizacZo de nutrientes s
ocorrerd apds exaustZo dos sistemas constitutivos operantes no
micélio.

Os resultados obtidoe neste ensaio sugerem que meca-
nismos semelhantes sZo provavelmente operantes no micélio de G.
gigantea, visto que apés um perfodo de crescimento utilizando
suas reservas enddgenas de carbono este fungo respondeu positi-
vamente a sacarose. Além disso, as observac®es de KOSKE (1982)
de que as hifas de G. gigantea in vitro s3Zo atraldas
intensamente por raizes hospedeiras apenas apds um periodo de
12 a 14 dias de incubagZo, assim como os resultados do presente
estudo, sugerem a ocorréncia de modificac®es fisioldgicas no
micélio deste fungo apds periodos de crescimento as expensas
das reservas enddgenas. E provavel que estas alterasdes fisio-
légicas ocorram também sob condigcdes naturais, pois s3o fre-
qQuentes o8 relatos de estimulo ao crescimento micelial quando
as hifas aproximamse das rafzes hospedeiras apds periodos
variaveis de crescimento no solo, HEPPER (1974).

Outro carboidrato que nZ%c influenciou significativamen-
te o crescimento micelial de G. gigantea foi o ami&o. Porém,
nota-se que a presenca deste composto no meio nutritive tendeu
a aumentar em aproximadamente 20% o crescimento do fungo,
exceto na concentrasfio mais elevada. MOSSE (1959) também relata

que amido proveniente de diversas fontes n3o influenciou o
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crescimento micelial de fungos MVA. Entretanto, ¢ provavel gue
sob condigées naturais este polissacarideo desempenhke papel
relevante na transferéncia de carbonoc do h&spedeiro para o
fungo, pois a auséncia de gramulos de amido em células hospe-
deiras colonizadas por fungos MVA sugere a solubilizacXZo deste
polissacarideo pelo hospedeiro como mecanismo de fornecimento
de carbono para o crescimento do simbionte, como proposto por
NEMEC (1981) e por GIANINAZZI-PEARSON et alij (1981).

No Quadro 4 s3o apresentados os resaltados do ndmero
total de células auxiliares produzidas por G. gigantea em meio
suplementado ou nfo com diferentes concentragdes de
carboidratos.De forma semelhante azce resultados discutidos no
item 4.2., os dados sugerem a existéncia de uma relagclo de
proporcionalidade entre crescimento e formacZfo de oélulas
auxiliares, pois na presensa da maioria dos compostos que esti-
mularam ou tenderam a estimular o crescimento.micelial obser-
vou-se um aumento na produsio dessas células, sendo o inverso
verdadeiro para oe compostos com agfo inibitdria. Entretanto, a
possibilidade de influéncia direta dos fatores nutricionais
sobre a formagZo de células auxiliares nio rpode ser descartada,
visto que compoetos como frutoee e manitol auvmentaram -
produgio dessas estruturas, was nfo influenciaram o crescimento
micelial.

A maioria doe carboidratos estudados nZ%o influenciou o
crescimento micelial de Q. gigantea. Além disso, os efeitos

estimulatédrios da pectina ¢ inibitdrics da trealose foram PORCO
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QUADRC 4.Namero total de células auxiliares produzidas pelo
micélio de G. gigantea em meio nutritivo suplementado

com carboidratos. Média de dois ensaios. KSAL, Lavras-

MG, 1890,

Carboidratos Concentragdes _&/1

0,0 0,5 1,0 2,0 4,0
Glicose 17,0 29,0 27,0 29,0 28,0
Pectina 61,0 161,0 165,0 94,0 - 116,0
Trealose 65,0 31,0 11,0 9,0 0,8
Frutose 58,0 81,0 76,0 67,0 34,0
Arabinose 36,0 15,0 15,0 37,0 6,0
Manitol 6,0 0,6 0,0 11,0 41,0
Sacarose 28,0 25,0 16,0 0,8 6,0
Amido 63,0 122,0 86,0 82,0 42,0

acentuados atingindo 28 e 32%, respectivamente.’

Varias hipdteses podem explicar a auséncia de efeitos
da maioria dos carboidratos estudados sobre o crescimento
micelial de G. gigantea in vitro : a) o fungo nio apresenta as
vias de absorsZo e/ou metabolizacZo destes carboidratos, b) o
fungo ¢ capaz de absorver estes compostos, mas os mesmos estSo
sendo armazenados ou utilizados em outras funcBes celulares nZo
relacionadas com a elongacZc de hifas, n%o sendo estes efeitos
detectados pelo método de avaliag®o utilizado, ¢) o fungo
necessita de um periodo de incuba¢&o mais prolongado para

indus%o e sintese dos sistemas enzimAticos envolvidos na
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utilizag3o gestes carboidratos, exceto para a sacarose cujo
efeito sobre o crescimento nZ%o foi alterado‘ até 48 dias de
incubagsfio e d) o fungo utilizou prioritariamente as suas reser-
vae enddgenas de lipidios, o que implicaria na existéncia de
mecanismos de regulag3o metabslica capazes de bloquear as vias
de absorgZo e/ou metabolizag3o de carboidratos, como relatado

para outros organismos eucaristicos por LEHNINGER (1984).

4.4.mmmmﬁmmammmmmm

Todos os acidos organicos estudados influenciaram sig-
nificativamente o crescimento micelial de G. gigantea,sendo es-
tes efeitos dependentes das concentragdes estudadas (Figura 6 e
Quadro 54).As curvas de regressZo siZo apresentadas na Figura 7.

O crescimento micelial foi estimulado .na Presenca dos
Acidoe ‘tartarico e citrico. Efeitos estimulatérioe destes
adcidos organicos sobre o crescimento micelial de fungos MVA fo-
ram também relatado por MOSSE (1959). Porem, HEPPER (1983b) n3o
verificou efeitos significativos destes acidos (0,05 g/1l) sobre
o crescimenﬁo micelial de Glomus caledonium e SIQUEIRA &
HUBBELL (1986) observaram uma redusfo de 70% no crescimento de
Gigaspora margarita em meio suplementado com acido tartarico.
Nota-se, assim, uma varisbilidade nas respostas obtidas com di-

ferentes espécies de fungos MVA A suplementac3o dos meios nu-
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T 2hp -
2 AC. TARTARICO AC. CITRICO

] 8.156 B8.313 B.625 1.258 ] B.156 8.313 B.625 1.258

‘ AC. PIRUVICO 2007 AC. OXALICO

A 8.156 8.313 8.625 1.258 - 8 B.156 ©.313 8.625 1.258

X X
CONCENTRAGCOES

Crescimento micelial de G. glgantes em meio nutritivoe

suplementado com Acidos organicos. Média de
ensaios,

dois

* Médias diferem do controle pelo Teste de Tukey
(P £ b%).

** ConcentrasBes conforme Quadro 2.
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tritivos com os Acidos tartarico e citrico. Segundo GRIEFFIN
(1981), os éfeitos estimulatérios de adcidos orginicos podem ser
geralmente atribuidos ao seu poder tampio. Porianto, os efeitos
estimulatérios obtidos neste estudo poderiam ser o resultado de
tal caracteristica destees compostoe. Eutretanto, a anslise do
pH final doe meios de cultive nZo forneceu evidénciaes claras da
existéncia de possivel relag3io entre crescimento micelial e pH
do meio de cultivo (Quadro 6A). Desta forma,nfo se pode descar-
tar a poesibilidade de que estes compoetos tenham exercido
efeitos diretos sobre o fungo, sendo utilizados com foutes de
carbono para a elongasZo de hifas.

Ocorreu uma acentuada redusfo no crescimento micelial
de G. gigantea com ¢ aumento da concentracfo dos Acidos piruvi-
co e oxalico, evidenciando seu efeito inibitdrio para o desen-
volvimento do fungo. Os dados obtidos neste estudo para o acido
pirdvico discordam, contudo, dos relatados por.HEPPER (1983b) e
por SIQUEIRA et alii (1982), os guais nfo observaram efeitos
deste Acido sobre o crescimento de fungos MVA inm vitro. O for-
necimento de acido piruvico na forma do sal piruvato de sddio
neste estudo, pode ser responsavel em parte pelos efeitos ini-
bitérios observados, visto que 0 sddio, quando fon acowpanhan-
te, parece exercer efeito inibitdéric sobre o crescimento mice-
lial de fungos MVA, conforme verificade por HEPPER (1984a) e
por HIRREL (1981). Portanto, a inibic3o do crescimento micelial
de G. gigantea cow o aumento da concentracio de piravato de

s6dio pode ter sido resultante da elevasio da disponibilidade
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o Ac tartarico Q = 19,44 + 13,25x - 'l.].Bn2 (P = 0,005)
r? = 0,97
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de sddio no meio a niveie tdxicos para o desenvolvimento do
fungo. Por' outro lado, esta ’espécie ¢ predominante em
ecossistemas de dunas, KOSKE (1981a), on&e provavelmente
prevalessem altos niveis de sddio em solug3o e seria esperado
que este fungo aprecentasse uma menor sensibilidade 2 este fon
que outras espécies de fungos MVA.

Nos ensaios conduzidoe com Acido oxAlico observou-se a
formag%io de um precipitado branco no meio nutritivo ao final do
periodo de incubasfo, constituido provavelmente de oxalato de
cadlcio formado pela reasfo do 4Acido oxdlico com © caAlcio
fornecido aoc meio sob a forma de Ca (H2P04)zi{20, pois o acido
oxadlico ¢ produzido por células vegetais e fungos, e em ambos
estd relacionado a quelasZo de ilone, principalmente cilcio,
LAPEYRIE (1977) e¢ PUNJA & JENKINS (1984).Acsim, a forte inibi-
s30 do crescimento micelial obtida nestes ensaios pode ter sido
resultante de efeito direto do acido oxalico spbre o fungo ou
de efeito indireto devido 2 complexacifo do calecio do meio pela
formagZo do precipitado. A baixa disponibilidade de Ca'’ pode
ter prejudicado o processo de elongas3o das hifas uma wez que
este ion ¢ de extrema importadncia na mamtenc3o de integridade
de membranas.

No Quadro & s3o apresentados oe resultados do nUmeroc
total de c¢lulas auxiliares produzidas por G. gigantea em meio
suplementado ou n3o com diferentes concentrasdes de acidos
orgadnicos. Estes resultados evidenciam claraes relagdes entre

diminui¢3o do crescimento wmicelial & produsdoc de oélulas
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auxiliares. Entretanto, ufc foram observadas relacdes entre

aumentos no crescimento micelial e produc3o dessas estruturas,

como relatade anteriormente noe fitens 4.2 e 4.3.

QUADRO 5.Namero total de c¢lulas auxiliares produzidas pelo
micélio de G. gigantea em meio nutritivo suplementado
com acidos orginicos. Média de dois eunsaioe. ESAL,

Lavrae-MG, 1980.

Concentrasdes g/1

Acidos Organicos

0,0 0,156 0,313 0,625 1,250
Acido tartarico 27 14 11 56 29
Acido citrico 25 06 ; 14 03 06
Acido pirdvico 47 40 36 27 18
Acido oxalico 30 20 11 12 01

Os efeitos doe &acidos organicos sobre o crescimento
micelial de G, gigantea foram maie acentuadoe gue oe relatados
anteriormente para os carboidratos. A suplementacfo do meic mu-
tritivo com os acidos tartirico e citrico resultou em aumentos
de 70 e 54% no crescimento do fungo, respectivamente. For ou-
tro lado, inibic¢Bes de 42% e 69% foram obtidas na preseunca dos
dcidos pirdvico e oxdlico, respectivamente. Entretanto, estes
efeitos estimulatédrioes doe acidos orginicos s3o ainda de pegiae -
na magnitude quando se considera gue a presenca de células ou
de exsudatoe de plantas pode aumentar em atée 5003 fe)

crescimento micelial de fungos MVA, PAULA (1988).



’ - . . . » V. . .
i - 3 “ 3 - B
- | " ' .- ) . <. e - . .
. . | ¢ : e . . " . } . . -
i N B o . . o B -
-t T S c . : . . . . - . . - . .
M .o T N .
: 2 - ; : - . <. . o X : - : R
. ‘ B . K o . i . e
A e . B . . - - o : : . . 3
- K . u < . - AP < ‘ - . O [
N - N . v - L s . A . B -
o - . . . ) : . ) , . . . < : . B
4 Sy .y . . . . .
.1 B . ‘ .
s ; . PR . . .
N . - . . o i . v ) P
. . . . .- . ) ' .
. . . . . . . T . - -
, - . . A . . -
\ B : . g . . ‘
. ) . . ' .
. . ' o .
, A . . . . . . ‘
) . : . ) s - . .
. ; . N . . . . . T
i A . : . : N -



5. CONCLUSOES

1.

A curva de crescimento micelial de G. gigantea foi
semelhante & de outros fungos filamentosos e ndo foi al-

terada pela adigZo de fonte de carbono ao meio nutritivo.

Frutose, arabinose, sacarose, manitol e amido n3o

influenciaram significativamente o crescimento do fungo.

Efeitos estimulatédrios foram obtidos em baixas concen-
tragBes de pectina e efeitos inibitérios na presensa de

trealose, mesmo quando em baixas concentragdes.

Efeitos estimulatérios da sacarose foraq obtidos quando

este carboidrato foi adicionado apés 10 ou 20 dias de

incubag3o dos esporos pré-germinados em meio nutritivo.

Os efeitos de 4cidos organicos sobre o crescimento
micelial foram acentuados, sendo estimulo de 70 e 54%
obtido.para o8 acidos tartarico e citrico e inibicHo de
42 e 69% para os 4Acidos piravico e oxalico,
respectivamente.

Nenhum dos compostos organicos estudados sustentou a

produc3o em massa de micélio de G. gigantea in vitro, na

auséncia de rafzes vivas.






6. RESUMO
Efeitos de compostos orgénicos sobre o crescimento msi-

celial de Gigaspora gigantea in vitro.

L. R. C. da 8ilva

Os efeitos benéficos dos fungos wmicorrizicos vesiculo -
arbusculares (MVA) na nutricic mineral & desenvolvimento das
plantas hospedeiras sZo inquestionaveis. Poréwm, o sen emprego
em larga escala & ainda restrito devide as dificuldades euncon-
tradas na produsio de indculo, pois os fungoe MVA 830 biotrs-
ficos obrigatdrics e ainda nio foram oultivados em laboratdrio.
A transposig3o da barreira imposta pelo biotrofismo depende,
portanto, da determinacic de seus requerimen?oa nutricionais
para que sejam elaborados meios de cultivo capazes de sustentar
0 seu crescimento micelial in vitro. Reste sentido, conduziu-ze
0 presente estudo com o objetivo de caracterizar o crescimsento
micelial do fungo MVA Gipaspora gigantea, estabelecer sua curva
de crescimento e determinar os efeitos de carboidratos e de
dcidos organicos sobre seu crescimento micelial in vitro.

Na primeira etapa, esporos pré-germinados e asséphicos
foram incubados por perfodos variados em wmeio matritive ligunido
suplementado ou nfc com sacarose para determinac3o dae onrvas

de crescimento micelial na presenca e na auséncia de carbono.
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57
Posteriormente,estudarauw-ce os efeitos de diferentes coucen-
tragSes doslcarboidratos glicose, frutose, arabinose, sacarose,
trealose, manitol, amido e¢ pectina e dos éci&ﬁa piravico, of-
trico, oxalico e tartarico sobre o crescimento micelial. Estu-
daram-se, ainda, oe efeitoe de perfiodos de pré-crescimento no
meio nutritivo sobre a utilizacZ%o subseguente de sacarose. Ac
final dos periodos de incubacZo,os esporos foram observados sob
microscédpio esterececdpico para avaliac3o das caracteristicas
morfolégicasi do mice¢lio formado. (@ crescimento micelial foi
avaliado por método de interses3o de hifas modificado de ngPEQ
& JAKOBSEN (1983).

A curva de crescimento micelial de G, gigantea foi se-
melhante & de ocutros fungos filamentosos, uio esendo alterada
pela dieponibilidade de carbouo uo meio. Para oe carboidratos,
efeitos estimulatérice foraw obtidos em baixas coucentracdes de
pectina e inibitdrios para trealose, mesmo en baixas concen-
tragBes. Efeitos estimulatorios de sacarose foram obtidos
quando este carboidrate foi adicionado apde 10 on 20 dize de
incuba¢Zo dos esporos em meio mutritive. Qs Acidos orgauicos
exerceram efeitos mais acentnados sobre o orescimento,
ocorrendo estimulo de 70 & 54% para os Aacidos tartarico e
citrico e inibicZo de 42 e 69% para os acidos piravico e
oxdlico, respectivamente. (s compostos orgianicos nio Provocaran
modifica¢des na wmorfologia das hifas, porém, observou-se unma
tendéncia de relas3o de proporcionalidade entre crescimento

micelial e numero de c¢lulas auxiliares produzidas.
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7. SUMMARY
Effects of organic cospounds on the myoelial growth of

Glgaspora gigantea in vitro .

L. R. C. da Silva

The Dbeneficial effects of vesicular-arbuscular
mycorrhizal fungi (VAM) on plant mineral nutrition and
development are well known. However, their application in large
scale is still restricted because of the difficulties found in
inoculum production, for the VAM fungi are obligate biotrophs
and have not been cultured in laboratory yet. The difficulties
imposed by the biotrophisn will only be overcome when their
nutritional requeriments are determined and cu;ture pmedia able
to support their mycelial growth in vitro developed. Therefore,
the present study was undertaken to characterize the mycelial
growth of the VAM fungus Gigaspora gigantea, establish its
growth curve, and determine the effects of carbohydrates and
organic acids on ite mycelial growth in vitro.

In the first part of the study, asseptic pre-germinated
spores were incubated for various periods of time in a liquid
nutrient medium, suplemented or not with sucrose in order to
determine the mycelial growth curves in the presence and

absence of carbon. Latter, the effects of different
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concentrations of the carbohydrates glucose, fructose,
arabinose, sucrose, trealose, mannitol, starch and pectin and
- of piruvic, citric, oxalic and tartaric acids on the mycelisal
growth of the fungus were studied. The effects of different
periods of pre-growth in nutrient medium on the subsequent
responge to sucrose were also studied. In the end of the
incubation periode, the spores were observed under dissecting
microscope to determine the morphological features of the
mycelium formed. The mycelial growth was assessed by a hyphal
intersection method modified from HEPPER & JAKOBSEN (1983).

The mycelial growth curve of G, gigantea was similar to
that of other filamentous fungi ;nd was not affected by the
carbon availability in the medium. For the carbohydrates,
stimulatory effects were obtained in low concentratione of
pectin and inhibition in 1low and high concentrations of
trealose. Stimulatory effects for sucrose were obtained when
this carbohydrate was added after 10 or 20 days of incubation
of the spores in the nutrient medium. The organic acids had
marked effects on growth: 70 and 54% stimulation wae obtained
for the tartaric and citric acids, and 42 and 69% inhibition
for the pirﬁvic and oxalic acids, respectively. The organic
compounds did not cause any changes in hyphal morphology;
however, a tendency for a relation of proportionality between
mycelial growth and number of auxiliary cells formed was

observed.
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QUADRO 1A. Besumo da andliese de varidncia da curva de crescimento mi-
celial de G, gigantea em meio nutritivo. ESAL, Lavras -MG,

1990.

Componente Graue de Quadrado Nivel de Coeficiente
de Liberdade Médio Signifi- - de
Varidncia caAncia variagio

(%)
Periodo de incubag3o (5) 123,017% 0,006 - 7,75
Regresefo linear 1 254,7295 0,500 0,41 -
RegressZo quadratica 1 296,2239 0,500 0,90 -
Desvio de regressio 3 64,1342 - - -

QUADRO 2A. Resumo dae andlises de variduncia das curvas de crescimen-
to micelial de G gizan&saﬁ ew meio matritive com e sem
adic3o de sacarose. ESAL, Lavras-MG, 1990.

Componente Graus de madrado Rivel de Coeficiente
de Liberdade  Médic  Signifi- r2 de
Variancia cadncia variagdo

(%) (%)
Com sacarose (8) 173,2720 0,00 - 6,45
Regress&o linear 1 743,9623 0,50 0,74 -
Regress3o quadratica 1 194, 0993 0,50 0,95 -
Desvio de regressio 4 101,5706 - - -
Sem sacarose (6) 174,2850 0,00 - 8,12
Regress3o linear 1 772,1798 0,50 0,72 -
Regress®o quadratica 1 218,1873 0,50 4,90 -
Desvio de regressio (4) 55,3431 - - -
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QUADRO 3A. Besumo dae andlises de variincia do crescimento wmicelial
de G, gigantexn em meio mtritivo suplementado com carboi-

dratos. KSAL, Lavras-MG, 1990.

Componente Graue de @aadrado Nivel de Coeficiente
de Liberdade Médio Signifi- ¢ de
Variancia cidncia variaclo
(%) (%)
Glicose (4) 5,7821 1,30 - 4,57
Regressio linear 1 5,6271 5,00 0,24 -
Desvio de Regressio 3 88,7507 - - -
Pectina (4) 6,8740 0,10 - 3,15
RegressZo linear 1 8,3734 0,50 0,30 -
Regress3o quadratica 1 7.,3498 1,00 0,57 -
Regress3o cubica 1 6,1741 1,00 0,80 -
Desvio de Regress3o 1 5,5985 - - -
Trealose (4) 11,4360 1,45 - 5,70
RegressZo linear 1 30,1025 0,50 0,66 -
Regress3o quadratica 1 89,4176 10,00 0,86 -
Desvio de regressio 2 33,1119 - - -
Frutose (4} 4,719 30,72 - 8,61
Arabinose (4) 6,9182 14,56 - 8,60
Manitol (4) 2,6383 13,50 - 5,36
Sacarose (4) 6,2358 7,22 - 6,51
Amido (4) 4,2809 16,37 - 6,01

QUADRO 4A. AnaAlise de variancia do crescimento micelial de G.
. glgantes em wmeio nutrivoe com sacarose apds periodos de
pré-crescimento na auséncia de fontes de carbono. ESAL,

Lavras-MG, 1990.

Componente Graue de Soma de @Qaadrado Nivel de
de Liberdade Quadrados Medio F Siguifi-

Variancia : cAncix

Tratamento 2 41,95234680 20,976173400 14,395 0,1570

Erro 9 13,114863842 1,457181811

Total 11 55,06693603

C.V. = 6,49%
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QUADRO 5A. Resumo das analises de variincia do crescimento micelial
de G. ,gigantea em meio nutritivo suplementado com acidos

organicos. ESAL, Lavras-MG, 1990.
Componente Graue de Quadrado Ni{vel de Coeficiente
de Liberdade Médio Signifi- r° de
Variincia cancia variac3o
(%) (%)
Acido tartarico (4) 16,8782 0,090 - 5,29
Regress3o linear 1 46,8170 0,500 0,70
Regress3o quadratica 1 18,5817 0,500 0,87 -
Desvio de RegressZo 2 1,0570 - - -
Acido citrico (4) 10,4931 2,940 - 6,83
Regress&o linear 1 11,2283 10,000 0,27 -
Regress8o quadratica 1 9,7484 10,000 0,50 -
Regressfo cubica 1 20,9656 2,500 0,99 -
Desvio de Regressio 1 0,0301 - - -
Acido pirdvico (4) 27,3475 0,020 - 6,28
Regressfo linear 1 85,8101 0,500 0,78 -
Regress3o quadratica 1 0,2155 NS 0,79 -
Regressfo cubica 1 16,5513 1,000 0,94 -
Desvio de regresso 1 8,4067 - - -
Acido oxalico (4) 55,7621 0,004 - 8,03
Regress3o linear 1 218,2522 0,500 0,98 -
Desvio de regressio 3 2,3992 - - -

QUADRO 6A. Valores de pH final do meio nutritivo suplementado
com compostos orginicos. Média de dois ensaios.
Compostos Concentraqﬁes*
Organicos 0 1 2 K] !
Glicose 5,563 5,77 5,84 5,26 5,52
Pectina 6,86 6,36 5,67 5,73 5,62
Trealose 6,69 6,57 6,63 6,52 6,33
Frutose 6,36 6,30 6,12 5,85 5,65
Arabinose 5,49 4,86 4,77 4,82 5,13
Manitol 5,23 5,44 5,51 5,73 6,24
Sacarose 5,96 5,87 5,67 5,83 5,77
Amido 6,09 6,31 6,06 8,27 5,91
Acido tartarico 5,02 5,31 5,18 5,23 5,16
Acido citrico 6,17 6,01 5,98 6,09 5,85
Acido pirdvico 5,76 7,02 6,94 6,80 6,82
Acido oxalico 5,92 5,65 5,88 5,54 5,19
* As concentragd®es 0, 1, 2, 3 e 4 correspondem a 0,0; 0,5;
1,0; 2,0 e 4,0 g/1 para carboidratos e a 0,0; 0,1566; 0,313;

0,825 e 1,250 g/1 para Acidos organicos e pectina.
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